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第 1 章 NMDA 受容体によるポリアミンの輸送  
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1-1.序論  
ポリアミンは、生物に普遍的に存在する生理活性アミンであり、第
一級アミンを 2 つ以上もつ（直鎖）脂肪族炭化水素の総称である。生
体 内 に お い て は 、 主 と し て 2 価 カ チ オ ン の プ ト レ ッ シ ン
〔 NH2(CH2)4NH2 〕 (PUT) 、 3 価 カ チ オ ン の ス ペ ル ミ ジ ン
〔 NH2(CH)3NH(CH)4NH2 〕 (SPD) 、 4 価 カ チ オ ン の ス ペ ル ミ ン  
〔NH2(CH)3NH(CH)4NH(CH)3NH2〕 (SPM)の 3 種類が存在している  
(Fig. I-1)。ポリアミンは生体内においては主として RNA と相互作用
して存在し、RNA の構造変化を引き起こすことで、特定の蛋白質の発
現を翻訳レベルで調節し、細胞の増殖・分化に寄与している。 [1,2] 
 
 
Fig. I-1 Structures of polyamines 
 
NMDA (N-methyl-D-aspartate) 受容体は、中枢神経系における興
奮性シナプス伝達を担うグルタミン酸受容体の一種である。グルタミ
ン酸受容体は、イオンチャネルを内蔵したチャネル型グルタミン酸受
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容体と、G 蛋白と共役した代謝型グルタミン酸受容体に大別され、其々
に多くのサブタイプが存在する  [3-7]。NMDA 受容体は、一般的なグ
ルタミン酸受容体が透過する Na+に加えて、 2 価のカチオンである
Ca2+に対しても高い透過性を有する。NMDA 受容体のチャネル開口に
は、アゴニストであるグルタミン酸およびグリシンの存在に加え、細
胞膜の脱分極による Mg2+ 閉塞阻害からの解除が必要である。長期増
強において、後シナプス側での Ca2+-Calmodulin dependent kinase 
Ⅱの活性化が必須であることから、高い Ca2+透過性を示す NMDA 受
容体の脳機能における重要性が示唆される。このような特性により、
NMDA 受容体は、記憶、学習の細胞レベルでの基盤と考えられている
シナプス可塑性など、脳高次機能への関連が注目されてきた  [8]。生
体内においては主にグリシン結合部位が存在する GluN1 および、グル
タミン酸結合部位が存在する GluN2 (2A-2D)のサブユニットが存在し、
それぞれ細胞外 N 末端領域に大きなアミノ酸配列をもつ R-domain、
アゴニストであるグルタミン酸およびグリシンが結合する A-domain、
膜貫通領域である membrane domain(M1-M4)、細胞内の cytoplasmic 
domain から構成されている。GluN1 と GluN2 が M2 領域を取り囲む
ようにヘテロテトラマーを形成し、チャネル孔を形成している
(Fig.I-2)。  
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Fig. I-2 Structures of NMDA receptor.  
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GluN1 サブユニットには 8 種類の splicing variant が存在し、GluN2
サブユニットには 2A-2D の４つの遺伝子が存在する [9-13]。GluN1 サ
ブユニットは脳全体に発現しているのに対し、GluN2 サブユニットの
発現は脳の部位や発生過程により異なる。GluN2A、GluN2B は脳組織
広範囲に発現しているのに対し、GluN2C は小脳顆粒細胞に発現し、
GluN2D は成体ではほとんど認められず、幼弱期に発現する [14]。各
サブユニットの機能は標的遺伝子破壊法により解析され、GluN1 およ
び GluN2B のノックアウトマウスは生後すぐに死亡するのに対し、
GluN2A のノックアウトマウスでは成長には異常が認められないが、
記憶形成に重要な海馬 CA1 領域の長期増強に異常がみられた。また、
海馬 CA1 領域の GluN1 および GluN2B をノックアウトしたマウスに
おいても記憶形成に障害が認められた [15-18]。このことから、NMDA
受容体は生体に必須であるとともに、記憶形成に深く関与しているこ
とが示唆されている。  
ポリアミンは細胞増殖促進因子であり、細胞増殖が盛んな組織に多
く含まれているが、脳組織にも多く存在する。神経系において SPM は
シナプス前細胞から放出され、脱分極時  (-20 mV)には NMDA 受容体
の N 末領域への結合に依存した促進作用、静止電位  (-70 mV)では電
位依存的チャネルブロック作用を有する。NMDA 受容体の活性は、
様々な生理活性物質によって厳密に調節されているが、私達はポリア
ミン、特に SPM が NMDA 受容体の活性を調節していることを今まで
報告してきた [19-23]。また、SPM による促進効果に関与する結合サ
イトは細胞外 N 末端領域にある R-domain に局在し [24,25]、SPM に
よる阻害作用に関与するのは NMDA 受容体のチャネル孔領域に局在
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していることを明らかにしてきた [26,27]。さらに、私達はこれまでに、
SPM の構造を基にチャネルブロッカーの開発を行う過程で、固定電位
を -100~-170 mV にするとポリアミン誘導体のブロック作用が減弱す
ること、及びその減弱効果は GluN1 のチャネルポア領域に位置するア
ルギニン残基  (N616)に変異が入ると顕著である事を見出している
(Fig.I-3) [30]。  すなわち、ポリアミンが NMDA 受容体を透過する可
能性が考えられた [28-32]。本研究では、NMDA 受容体がポリアミン取
り込み能を有するかどうかをアフリカツメガエルの卵母細胞、および
HEK293 細胞を用いて詳細に検討した。  
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Fig. I-3 Permeation of TB-3–4 through mutant NMDA channels. 
I-V curves were constructed by voltage-ramps from -185 to +40 mV 
(see inset in GluN1/ GluN2A) at cells expressing GluN1/ GluN2A , 
GluN1(N616Q)/GluN2A and GluN1(N616G)/ GluN2A receptors. 
Responses to 10 M glutamate (with 10 M glycine) were measured 
in the absence (control) and presence of 0.3 mM TB-3–4. Leak 
currents have been subtracted. 
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1-2 実験方法  
 
1-2-1 NMDA 受容体クローン  
本研究では rat GluN1 クローンとして、exon-5 の 21 アミノ酸を欠
いた GluN1A バリアントを用いた [33]。このクローンは中西重忠博士  
(Osaka Bioscience Institute, Osaka, Japan) より快く譲渡して頂い
た。また、 rat GluN2A 及び rat GluN2B クローンは P. H. Seeburg
博 士  (Center for Molecular Biology, University of Heidelberg, 
Germany) より快く譲渡して頂いた [34]。  
 
1-2-2 卵母細胞への NMDA 受容体発現と電位固定法  
ポリアミンの透過性を検討すべく以下の実験を行った。雌の成体ア
フリカツメガエルは、株式会社埼玉実験動物供給所から購入した。
NMDA 受容体の GluN1 および GluN2 の capped cRNA の調製、RNA
の注入、卵母細胞の調製は Williams の方法に従った [35]。卵母細胞に
は GluN1 と GluN2 cRNA の比が 1：5 (GluN1;0.1-4 ng, GluN2;0.5-20 
ng)  になるようにアフリカツメガエル卵母細胞に注入することで、
NMDA 容体を発現させた。受容体の活性測定は電位固定法を用い、電
流の測定には二電極膜電位固定用増幅器 GeneClamp500B (Axon 
Instruments, Foster City, CA, USA) を使用した。電極は 3 M KCl で
満たし、抵抗値 0.4~4 MΩ のものを使用した。測定では Ba2+-SOS (100 
mM NaCl, 2 mM KCl, 1.8 mM BaCl2, 10 mM HEPES, pH 7.5 ) で連
続的に潅流し、多くの場合、Ca2+によって起こる Cl -の電流を防ぐため
に、測定時に K+-BAPTA(1 個の卵母細胞につき 40 mM K+-BAPTA を
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100nl) を卵母細胞に注入した後、測定を行った。NMDA 受容体の活
性化はアゴニストであるグルタミン酸  (Glu)およびグリシン  (Gly)を  
30 M の濃度で投与することで行い、実際に流れた電流量を測定した。
本研究において Na+の代わりに各カチオンの透過性を検討する際は、
Ba2+-SOS に含まれる NaCl (最終濃度 100 mM)を、イオン条件が等張
になるよう種々の濃度の Ca2+又はポリアミンに置換した潅流液を調
製した。具体的には、2 価カチオンの Ca2+は 50 mM、  PUT (2 価 )は
50 mM、 SPD (3 価 )は 33.3 mM、または SPM (4 価 ) 25 mM となるよ
うにそれぞれ調製した。得られたデータは Digidata 1322A interface
を用いて pCLAMP8 (Axon Instruments) によって記録した。I-V カー
ブの作成は、-150 mV から+50 mV まで 25 秒以上かけて持続的に固定
電位を上げ、流れる電流の変化を測定することで行った。この際、Glu、
Gly 非存在下で測定を行った結果を、10 M Glu、Gly を加えて測定を
行った結果から差し引くことで、より正確な  I-V カーブを作成した。 
 
1-2-3  GluN1、GluN2 注入卵母細胞における SPD および Ca2+の輸
送活性  
 GluN1 および GluN2 の cRNA を上記の方法にて卵母細胞に注入し、
注入後 3 日後に SPD および Ca2+の輸送活性を測定した。5 個の卵母細
胞を 0.2 mL の NaCl 緩衝液  (HEPES-KOH、pH7.4、135 mM NaCl、
10 mM Glucose、30 M Glu、30 M Gly)にいれ、30℃10 分プレイン
キュベーションした後、様々な濃度の [14C]SPD (9.25MBq/mmol)又は
[45Ca]CaCl2 (46.25 MBq/mmol)を添加し、30℃、60 分間インキュベー
ションした。インキュベーション後、卵母細胞を 5mM SPD 又は CaCl2
10 
 
を含む 2 mL の cold NaCl 緩衝液にて 3 回洗浄し、5％TCA を 0.2 mL
添加し細胞を破砕した。TCA 処理後、0.2mL の  1M NaOH を用いて
卵母細胞を可溶化した後、0.3 mL を液体シンチレーションカウンター
に供した。タンパク質定量は Lowry らの方法に従って行った [36]。  
[14C] SPD 又は [45Ca]  CaCl2 の比活性から蛋白質  (1 mg)あたりに細胞
内へ取り込まれた基質の量を算出し、Lineweaver-Burk プロットを用
いて Km 値、Vmax 値を算出した。  
 
1-2-4  HEK293 細胞を用いた NMDA 受容体におけるポリアミンの
輸送活性の測定  
1. プラスミドの作製  
pcDNA3.1(+)-GluN1A の作製は以下の通り行った。pBS-GluN1A を
HindIII および NotI で処理し、GluN1A 遺伝子  (約 4 kbp)を低融点ア
ガロースを用いた電気泳動法により分離し、切り出した後、飽和フェ
ノールおよびフェノール・クロロホルム溶液で抽出後、pcDNA3.1 (+)
の同じサイトに挿入した。  
pcDNA3.1/Zeo (-)-NR2A の作製は以下の通り行った。pBS-GluN2A
を Eco52I および EcoRI で、pcDNA3.1/Zeo(-)は NotI および EcoRI で
処理した後、得られた DNA 断片を 1A と同様に低融点アガロース電気
泳動法により分離し、抽出した。抽出した pcDNA3.1/Zeo(-) (約 5 kbp)
に GluN2A 遺伝子  (約 5 kbp)を挿入した。  
pcDNA3.1/Zeo (-)-GluN2B の 作 製 は 以 下 の 通 り 行 っ た 。
pBS-GluN2B (22B)を SalI および EcoRI で、pcDNA3.1/Zeo(-)は
XhoI および EcoRI で処理した後、得られた DNA 断片を 1A と同様に
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低融点アガロースを用いた電気泳動法により分離し、抽出した。抽出
した pcDNA3.1/Zeo(-) (約 5 kbp)に GluN2B 遺伝子  (約 5 kbp)を挿入
した。  
2. 形質導入  
HEK293 細胞  は、10%ウシ胎児血清、100 units/ml ペニシリン G、
50 units/ml 硫 酸 ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 む DMEM 培 地 で
95%air/5%CO2、37℃の条件下で培養した。NMDA 受容体遺伝子の形
質導入は以下の通り行った。1×106 細胞をポリ -D-リジン処理した 6 ウ
ェルディッシュに播種し、一晩培養した。GluN1 と GluN2A 又は 2B
を 1:5 の割合で調製した 2 g のプラスミド DNA をリポフェクタミン
2000 を用いて形質導入した。  
3. 輸送活性  
形質導入した細胞を 1 mL の NaCl 緩衝液  (HEPES-KOH、pH7.4、
135 mM NaCl、10 mM Glucose、30 M Glu、30 M Gly)にいれ、30℃
10 分プレインキュベーションした後、様々な濃度の [14C]SPD (37 
MBq/mmol)を添加し、30℃、60 分間インキュベーションした。イン
キュベーション後、細胞を 5mM SPD を含む 2mL の NaCl buffer)に
て 3 回洗浄し、5％TCA を 0.2 mL 添加し細胞を破砕した。TCA 処理
後、0.2mL の  1M NaOH を用いて卵母細胞を可溶化した後、0.3 mL
を液体シンチレーションカウンターに供した。タンパク質定量は
Lowry らの方法に従って行った [36]。 [14C] SPD の比活性から蛋白質  
(1 mg) あ た り に 細 胞 内 へ 取 り 込 ま れ た 基 質 の 量 を 算 出 し 、
Lineweaver-Burk プロットを用いて Km 値、Vmax 値を算出した。  
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1-3 結果  
 
1-3-1 カチオン透過による電流の測定  
Ba2+-SOS に含まれる 100 mM NaCl を 50 mM PUT 又は 25 mM 
SPM に置換したところ、Na+溶液に比べて 10-25%程度の電流が流れ
た  (Fig.I-3)。一方、33.3 mM SPD で調製した緩衝液では、流れる電
流量が PUT および SPM に比べて多く GluN1/GluN2A 受容体では Na+
と比較して約 65%、GluN1/GluN2B 受容体では約 85%の電流が流れた。
以上の結果より、NMDA 受容体は 3 価カチオンである SPD を優先的
に取り込むことが示唆された。  
I-V カーブを用いて、50 mV から -150 mV へと電圧を変化させた時
に流れる電流量を、Na+、Ca2+および各ポリアミンで調製した緩衝液
で調べた  (Fig.I-4)。その結果、SPD で調製した緩衝液では、 -20mV
の脱分極電位から -70mV の静止膜電位の広い電位の範囲において、
GluN1/GluN2A 受容体および GluN1/GluN2B 受容体ともに Na+と同
等の電流が流れることが明らかとなった。  
-70mV の静止膜電位では、NMDA 受容体のチャネル孔は Mg2+によ
りブロックされている [37,38]。そこで Mg2+存在下における各カチオ
ンの透過性を調べた (Fig.I-5, Fig.I-6)。その結果、Na+による電流は
Mg2+添加により 90%以上阻害された。一方、ポリアミンおよび Ca2+
による電流では、Mg2+による阻害効果は 3~4 割程度であり Na+に比べ
て弱いことが明らかとなった。  
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1-3-2 卵母細胞に発現させた NMDA 受容体の SPD および Ca2+輸送活性  
卵母細胞に発現した NMDA 受容体が直接 SPD を取り込むかどうか
を明らかにすべく以下の検討を行った (Fig.I-7)。NMDA 受容体を発現
させた卵母細胞を 30 μM Glu、30 μM Gly、[14C] SPD (9.25MBq/mmol)
又は [45Ca]CaCl2 (46.25 MBq/mmol)を含む NaCl 緩衝液  (0.5ｍL)に
入 れ 、 30 ℃ 、 60 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 そ の 結 果 、
GluN1/GluN2A および GluN1/GluN2B を発現した卵母細胞では、SPD
の濃度依存的な取り込みが認められ、  Km 値がそれぞれ 2.2 および
2.7 mM、Vmax 値は 6.3 および 14.9 pmol/min/mg protein であった。
SPD の取り込みは GluN1/GluN2A よりも GluN1/GluN2B がわずかに
大きかった。一方、Ca2+も SPD 同様に濃度依存的な Ca2+の取り込み
が認められ、GluN1/GluN2A 及び GluN1/GluN2B の Ca2+に対する
Km 値はそれぞれ 4.6 および 3.3 mM、Vmax 値は 13.8 および 12.2 
pmol/min/mg protein であったことから、SPD は Ca2+と同程度 NMDA
受容体によって取り込まれることが明らかとなった。  
次に NMDA 受容体による SPD 取り込み機構を調べた (Fig.I-8)。
GluN1-GluN2Aおよび GluN1-GluN2ABによる SPD取り込みは、Ca2+ 
(2 mM)、又はチャネルブロッカーであるメマンチン  (10 M)を添加す
ることで約 50%阻害されたことから、SPD は Ca2+と同様に NMDA 受
容体のチャネル孔を通過することが示唆された。更に、NMDA 受容体
による SPD 取り込みはアゴニストである Glu および Gly 依存的であ
ることが明らかとなった。  
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1-3-3 HEK293 細胞に発現させた NMDA 受容体のスペルミジン輸送活性  
培養細胞においても NMDA 受容体が SPD を取り込むかどうかを調
べるため、以下の検討を行った。ヒト胎児腎細胞由来 HEK293 細胞に
GluN1 + GluN2A または GluN2B cDNA を形質導入して培養した後、
30 μM Glu、30 μM Gly 及び [14C] SPD (37 MBq/mmol)を含む NaCl 緩
衝液で 37℃、 30 分インキュベーションした。GluN1/GluN2A と
GluN1/GluN2B に SPD 取り込みの Km 値はそれぞれ 3.3 および 4.2 
mM であり、卵母細胞で得られた結果と同程度であった。Vmax 値は、
526、250 pmol/min/mg protein であった（Fig.I-9）。GluN1/GluN2A
を発現させた HEK293 細胞における SPD 取り込みの Vmax 値が、
GluN1/GluN2B よりも高かった理由として、 GluN2B の発現が
GluN2A の発現よりも低い可能性が考えられた。SPD 取り込みはプロ
トン循環阻害剤である 10 M CCCP (carbonyl cyanide m-chloro 
phenylhydrazone)によって阻害されたことから、NMDA 受容体による
SPD の取り込みは膜電位依存的であることが示唆された。また、SPD
取り込みは Mg2+ (1 mM)存在下ではほとんど影響をうけなかったが、  
Ca2+ (2 mM)存在下では著しく阻害されたことから、SPD 取り込みは
Mg2+には影響を受けず、Ca2+と同様な経路で NMDA 受容体を通過す
ることが示唆された（Fig.I-9）。   
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Fig.I-3. Currents through NMDA receptors expressed from 
combinations of GluN1 and GluN2A or GluN2B. Currents carried by 
Na+ (100 mM) or polyamines [50 mM putrescine,NH 2(CH2)4NH2, 
33.3 mM spermidine, NH2(CH2)3NH(CH2)4NH2, or 25 mM spermine, 
NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NH2] in the presence of 10 mM 
glutamate with 10 mM glycine were measured in oocytes expressing 
GluN1/GluN2A and GluN1/GluN2B and voltage-clamped at 70 mV. 
PUT, putrescine; SPD, spermidine; SPM, spermine.  
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Fig.I-4. I-V relationships of GluN1/GluN2A and GluN1/GluN2B in 
the presence of various extracellular cations as the main charge 
carrier for inward currents. I-V curves were measured by slow (25 
s) voltage ramps from 150 mV to +50 mV with 100 mM Na+-buffer, 
50 mM Ca2+-buffer, 33 mM spermidine3+-buffer or 25 mM 
spermine4+-buffer. 
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Fig.I-5. Effect of Mg2+ on inward currents in oocytes expressing 
GluN1/GluN2A or GluN1/GluN2B and voltage-clamped at -70 mV. 
Effect of 100 mM Mg2+ on inward currents by GluN1/GluN2A and 
GluN1/GluN2B in oocytes was measured in the presence of various 
cation buffers shown in the legend of Fig.I-3. Where indicated, 100 
mM Mg2+ were added. Ca2+ currents were measured using different 
oocytes. 
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Fig.I-6. Currents measured in the presence of 100 mM Mg2+ were 
expressed as the percentage of control current in the absence of 
Mg2+. Values are mean ± S. E.M. from 5 to 8 oocytes. Data were 
analyzed by one way ANOVA with post hoc TukeyeKramer multiple 
comparison test, and a statistical difference is shown by probability 
values. ***p < 0.001 compared with the degree of inhibition by Mg 2+ 
of currents induced by Na+. PUT, putrescine; SPD, spermidine; 
SPM, spermine. 
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Fig.I-7. Spermidine and Ca2+ uptake by GluN1/GluN2A and 
GluN1/GluN2B was measured in the presence of various 
concentrations of spermidine and Ca 2+, and the Km and the Vmax 
values were measured according to the Lineweaver-Burk plot. 
Values are mean ± S. E. M. of fifth times experiments . SPD, 
spermidine. 
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Fig.I-8. Spermidine and Ca2+ uptake by GluN1/GluN2A and 
GluN1/GluN2B expressed in Xenopus oocytes.  Spermidine uptake 
was measured using 1 mM [14C] spermidine in the presence of 2 mM 
Ca2+ or 10 mM memantine (Mem), or in the absence of glutamate 
and glycine [G-G(-)]. Spermidine uptake by GluN1/GluN2A and 
GluN1/GluN2B in control cells was 6.18 and 7.23 pmol/min/mg 
protein, respectively. *p < 0.05; ***p < 0.001 compared with 
spermidine uptake under the standard conditions.  
 
 
 
21 
 
Fig.I-9. Spermidine uptake through GluN1/GluN2A and 
GluN1/GluN2B expressed in HEK293 cells. Spermidine uptake was 
measured as described in Materials and methods by changing the 
concentration of spermidine or in the presence of 10 mM CCCP, 1 
mM Mg2+ or 2 mM Ca2+. Spermidine uptake by GluN1/GluN2A and 
GluN1/GluN2B in control cells was 70.2 and 34.0 pmol/min/mg 
protein, respectively. Values are mean ± S. E. M. of triplicate 
determinations. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 compared with 
spermidine uptake under the standard conditions. SPD, 
spermidine. 
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1-4 考察  
NMDA 受容体を介した電流は、細胞外 Mg2+によって電位依存的に
阻害される。 -70 ｍV の静止膜電位の卵母細胞に Mg2+ (100 M)を添
加すると NMDA 受容体を介した Na+流入が著しく阻害されるが、ポリ
アミン、特に SPD または Ca2+に置換した緩衝液では Mg2+による阻害
が Na+に比べ減弱していた  (Fig.I-5)。この結果は、生理条件下  (すな
わち Mg2+存在下 )においても細胞外 SPD 濃度が高濃度であれば、SPD
は NMDA 受容体 (GluN1/GluN2A および GluN1/GluN2B)を透過でき
ることを示唆している。  
また、NMDA 受容体を発現させた卵母細胞による [14C] SPD の取り
込みに対する Ca2+、およびチャネルブロッカーであるメマンチン
[23,39]、アゴニストの効果を調べたところ、Ca2+、メマンチン投与に
より取り込み量が半減し、また細胞外グリシン、グルタミン酸に依存
していることが明らかとなった (Fig.I-8)。以上の結果より SPD の取り
込みは NMDA 受容体の活性化が必要であり、Ca2+と SPD は共通の経
路を共有して NMDA 受容体チャネルを通過することが考えられる。  
また HEK293 細胞を用いた検討では、NMDA 受容体による [14C]SPD
輸送活性が脱共役剤である CCCP によって阻害されたこと、卵母細胞
で得られた結果と同様に Mg2+ではなく Ca2+添加により阻害されたこ
とから、SPD の取り込みは膜電位依存的であり、NMDA 受容体におけ
る SPD の透過経路は Ca2+と共通であることが示唆された。 (Fig.I-9)。
以上の結果より、NMDA 受容体は生理条件下、すなわち Mg2+存在下
では Na+は透過しないこと、SPD は Ca2+と同様に取り込まれることが
明らかとなった。  
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シナプス間隙における細胞外ポリアミン濃度は低いと想定されるが、
SPD は、シナプトソームとシナプス小胞に mM 濃度で存在し [19]、こ
れは活性化された NMDA 受容体を介した SPD の透過を引き起こす。
NMDA 受容体を介した Ca2+の流入は、正常な状態下でのシナプス可塑
性に関与している [28,29]。SPD は、タンパク合成の特異的種類の促進
を通じて細胞の増殖分化に関与し [2,40]、NMDA 受容体を介して入っ
た SPD が Ca2+と共に神経可塑性の工程において役割を果たし得るこ
とを可能にする。従って、明白な疑問は、NMDA 受容体を介したポリ
アミンの流入は生理学的に意義があるかどうかである。  
真核細胞におけるポリアミンの総濃度は、Ca2+よりも高いが、ラッ
ト肝では 78%の SPD が、85%の SPM が RNA と結合して存在し、フ
リーの SPD および SPM はそれぞれ 7%、2.3%と低い [41]。従って、
SPD の流入は、神経細胞興奮に追従するフリーCa2+における一過的な
上昇と同じように、シナプス後細胞において短期的な局所効果をもつ
ことが考えられる。Fig.I-8 におけるデータは、他の細胞外ポリカチオ
ン非存在下における NMDA 受容体を介した SPD と Ca2+の取り込みは、
量的に類似していることを示唆している。たとえ生理的な細胞外 Ca2+
濃度において SPD 流入が 60%減少したとしても、SPD の流入は神経
細胞における、短期的、局所的作用を引き起こすのに十分である。ポ
リアミン、特に SPM は R-domain（N 末端領域）へ結合を介して NMDA
受容体の活性を増強することも報告してきた。我々の結果は、ポリア
ミン、特に SPD と SPM は、NMDA 受容体の活性増強だけでなく、
NMDA 受容体を透過し、可塑性のような局所的過程、または神経細胞
におけるポリアミン含量の維持に貢献していることが考えられた。  
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第 2 章  シェーグレン症候群におけるポリアミン代謝物：  
アクロレイン抱合タンパク質の上昇  
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2-1 序論  
一次シェーグレン症候群 (pSS)は、全身性の自己免疫疾患であり、主
に唾液腺および涙腺に影響を及ぼし、腺細胞の破壊により唾液分泌や
涙液分泌の減少が引き起こされ、口腔乾燥および目の乾燥 (ドライア
イ )が現れる [42,43]。核内転写因子であるシェーグレン症候群A (SSA、
Ro)及びシェーグレン症候群B (SSB、La)蛋白質を認識する自己抗体が、
頻繁にpSS患者の血清中に確認される [44,45]。また、マトリックスメ
タロプロテアーゼ (MMPs)、特にgellatinases (MMP-2及びMMP-9)が、
pSS患者の組織損傷に関与していると考えられる [46-48]。  
毒性の強い不飽和アルデヒドであるアクロレイン  (CH2=CH-CHO)
は、ポリアミン代謝酵素によってSPDおよびSPMから産生され、脳梗
塞や慢性腎不全などの組織障害に関与している (Fig. II-1)[49-52]。
様々な病態をもたらす酸化ストレスは、2種の化合物によって引き起こ
されると考えられている。ひとつは、superoxide anion radical (O2•‾), 
hydrogen peroxide (H2O2) および、hydroxyl radical (•OH)のような
反応性酸素種（ROS）、もう一方は、acroleinやhydroxynonenalのよ
うな不飽和アルデヒドである [53,54]。我々は、アクロレインの毒性は
ROSのそれよりも顕著であることを明らかとしてきた [55,56]。通常、
細胞内ではグルタチオンによって中和され毒性が抑えられている。し
かし、炎症などによって、細胞外にポリアミンおよびポリアミン代謝
酵素が漏出すると、細胞内のようにグルタチオンによる中和が起こら
ず、毒性が発揮される。我々は今まで、脳梗塞、無症候性脳梗塞、ア
ルツハイマー病、シェーグレン症候群がアクロレインの関与する疾患
として明らかにしてきた。蛋白質中のリジン残基と2分子のアクロレイ
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ンがマイケル付加反応をすることによって、MP-リジンおよびFDP-リ
ジンを形成し、蛋白質の立体構造を変化させることによってアクロレ
インの毒性を発揮する。我々はアクロレイン抱合アルブミンが一次シ
ェーグレン症候群  (pSS)患者の唾液中で増加することを見出し、アク
ロレイン抱合蛋白質  (PC-Acro)がバイオマーカーとして期待できるこ
とを報告してきた [57]。しかしながら、患者の唾液には未同定のアク
ロレイン抱合タンパク質が2種残っていたので、本研究ではタンパク質
の同定とアクロレイン抱合による影響を検討した。  
 
 
Fig. II-1 Polyamine catabolic pathways of animal cells.  
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2-2 実験方法  
 
2-2-1 対象および唾液の採取  
11 人の女性 pSS(68.8±9.4 歳 )患者と、日本のシェーグレン症候群研
究グループが提案した pSS の診断基準を満たさない 10 人の健常人女
性 (72.0±6.8 歳 )を対照として調査した [58,59]。インフォームドコンセ
ントは、被験者毎にとり、研究プロトコルは千葉大学大学院薬学研究
科および新潟県立加茂病院の倫理委員会によって承認された。実験は
ヘルシンキ原則宣言に従って行われた。pSS 患者と対照被験者は、新
潟県加茂病院で 9:00 から午前 12:00 の間に、同じ順序で、同じ歯科評
価、手順を受けた。インタビュー、経口臨床検査、唾液や血液の採取
は、すべて同じ医師が行った。全混合唾液を 10 分間パラフィンを噛む
ことにより収集した。収集した後ただちに、唾液試料を 4℃で 5 分間、
10,000×g で遠心分離し、上清を使用するまで -80℃で凍結保存した。  
 
2-2-2 抗 SS-A(Ro)および抗 SS-B(La)活性測定  
 唾液中 SS-A(Ro)、SS-B(La)抗体の濃度は ELISA 法によって測定し
た。SS-A(Ro)は Abnova 社 (Taiwan)、SS-B(La)は Trinity Biotech 社
(Ireland)の ELISA キット用い、それぞれのマニュアルに従った。  
 
2-2-3 唾液中免疫グロブリンの精製  
 唾 液 中 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 PANSORBIN cells (Merck 
Millipore,USA)のマニュアルに従い、蛋白質 500μg と PANSORBIN 
cells 30μL を混合して精製した。10,000×g 5 分間の遠心分離にて免疫
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グロブリン - PANSORBIN cell 複合体が得られる。リン酸バッファー
にて沈殿を洗浄後、SDS-sample buffer と共に 1 分間ボイルすること
によって免疫グロブリンが得られる。ライトチェーンおよびヘビーチ
ェーンは、12％アクリルアミドゲルを用いた SDS-PAGE にて分離した。
蛋白質定量は Bradford 法を用いた [60]。  
 
2-2-4 Western blot によるアクロレイン抱合蛋白質の検出  
SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動によって分離したタンパク質
のいずれかでゲルをクマシーブリリアントブルーR-250(CBB)で染色
し、又は PVDF 膜 (Immobilon P, Merck Millipore, USA)に転写した。
蛋白質中のリジン残基のアミノ基とアクロレインが付加反応によって
形 成 さ れ た PC-Acro [Nε-(3-formyl-3,4-dehydropiperidino)lysine 
(FDP-lysine), and Nε-(3-methylpyridinium)lysine (MP-lysine) in 
protein]は、ECL plus Western blot analysis system (GE Healthcare, 
UK) で抗アクロレイン化抗体 (FDP-lysine and MP-lysine) (NOF 
Corporation, Japan)を用いて検出した [61]。  
 
2-2-5 質量分析  
質量分析によるアクロレイン抱合アミノ酸の同定は Cai および吉田ら
の方法に従った [62, 63]。SDS-PAGE で分離した抗体のバンドを切り
出した後、ジチオスレイトールで還元し、アクリルアミドでアルキル
化した。トリプシン処理又はエンドプロテイナーゼ Asp-N で 37℃で
一昼夜蛋白質分解処理した後、得られたペプチド断片を逆相系充填剤  
(Inertsil ODS-3, 3 mm, GL science, Japan)を充填した nano ESI 
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spray (100 mm i.d.×375 mm o.d.)を用いて流速 200 nl/min で分離し、
質量分析装置 (LCQ Deca XP: Thermo Finnigan, USA)で解析した。得
られた MS/MS データは、NCBInr 20120123 又は Mascot Version 2.3 
(Matrix Science)で解析した。  
 
2-2-6 統計処理  
統計分析は Mac の GraphPad Prism version 6.0d (GraphPad 
Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com)を用いて行
った。二群間の差は、Student’s t-test にて比較した。複数のグループ
の比較のために、一方向 ANOVA を用いたボンフェローニの多重比較
検定を行った。  
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2-3 結果  
 
2-3-1 免疫グロブリンのアクロレイン化と自己免疫活性の測定  
患者唾液中に見出された未同定の PC-Acro を明らかにし、アクロレ
イン付加による蛋白質活性の変化を調べるため、以下の検討を行った。
シェーグレン症候群は自己免疫疾患であることから、免疫グロブリン  
(Ig)を PANSORBINⓇ  cells を用いて精製した後、ウェスタンブロット  
(WB)法によって検出することで pSS 患者と健常人でアクロレイン暴
露の度合いを比較した。その結果、pSS 患者の唾液中の Ig のアクロレ
イ ン 化 は 、 健 常 人 に 比 べ て 優 位 に 高 い こ と が 明 ら か と な っ た  
(Fig.II-2)。次に、シェーグレン症候群の疾患マーカーである抗 SSA 
(Ro)抗体および抗 SSB (La)抗体の活性を調べた。その結果、pSS 患者
唾液中では健常人と比較して抗 SSA (Ro)抗体および抗 SSB (La)抗体
の活性が高いことが明らかとなった  (Fig.II-3)。pSS 患者唾液中にア
クロレイン抱合型 Ig が多かったこと、自己免疫活性が高かったことか
ら、アクロレインが自己免疫活性に影響するかどうかを検討した。健
常人より得られた唾液中タンパク質に対して 12.5 、25 および 50 M
のアクロレインを暴露した後、唾液中抗体の SSA (Ro)および SSB (La)
タンパク質に対する認識能を調べた。その結果、アクロレインを暴露
すると、アクロレインの濃度依存的に自己免疫活性が高まることが明
らかとなった  (Fig.II-4)。  
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2-3-2 アクロレインによる抗原認識能への影響  
Ig のアクロレイン化が抗原認識に影響を及ぼしているかどうかを明
らかにするため、アクロレイン処理または未処理の抗アルブミン抗体
を調製し、WB 法によりヒト血漿アルブミンの検出を行った。その結
果、25M および 50M アクロレインを 2 時間曝露した抗アルブミン
抗体ではアクロレイン未処理の抗体と比較して認識能が低下した  
(Fig.II-5)。また、アクロレイン処理により抗原認識に影響を及ぼすか
調べるために、ヒト血漿タンパク質 10 g を用いて WB 法を行ったと
ころ、アルブミンの他、25 kDa および 100 Da の別のタンパク質への
認識能が増加する傾向が観察された  (Fig.II-5)。  
 
2-3-3 免疫グロブリンの精製とアクロレイン化部位の特定  
アクロレインが Ig の免疫原性に影響を及ぼすことが明らかとなっ
たため、Ig に対するアクロレインの結合部位の同定を試みた。唾液を
11 人の pSS 患者から採取し、実験方法に記載したように、免疫グロ
ブリンを精製した。SDS-PAGE より得られた免疫グロブリンの軽鎖お
よび重鎖中のアクロレイン抱合アミノ酸残基は、トリプシンおよび
Asp-N で消化したペプチドを用いた LC-MS/ MS（液体クロマトグラ
フィー  - タンデム質量分析）により同定した (Fig.II-6)。システイン残
基は、マイケル付加反応によりアクロレインと抱合されると、消化さ
れたペプチドの N末端のアミノ基にシッフ塩基を形成する [62,64,65]。
ア ク ロ レ イ ン 抱 合 ア ミ ノ 酸 と し て は 、 Nim-propanal histidine, 
N-(3-methylpyridium)lysine (MP-Lys) および  N-(3-formyl-3,4- 
dehydropiperidino)lysine (FDP-Lys) がある [61,63,66]。アクロレイ
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ン抱合システイン及びリジン残基を有するペプチドの MS / MS スペク
トルの例を Fig.II-6 に示す。定常領域におけるアクロレイン抱合アミ
ノ酸は、 lamda 軽鎖  (Lys43)、  kappa 軽鎖  (Lys75, Lys80, His81, 
Lys82 and Cys86)、alpha-2 重鎖  (Cys300)、  gamma-1 重鎖  (Cys27 
and Lys30)および gamma-重鎖  (Cys297 and Lys300)の合計 11 か所
に同定された  (Fig.II-7)。また、可変領域と考えられるペプチド上に
24 か所のアクロレイン抱合アミノ酸が同定された (Table 1)。  
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Fig.II-2. Levels of PC-Acro in light and heavy chains of 
immunoglobulins in saliva from control and pSS subjects were 
measured by Western blotting after gel electrophoresis using 
proteins purified by PANSORBIN® cells. Black circle indicates each 
value and horizontal line indicates mean value. The average value 
of control subjects was defined as the relative amount 1. The levels 
of immunoglobulins and PC-Acro of two typical control and pSS 
subjects were also shown.  
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Fig.II-3. The level of anti-SSA (Ro) and anti-SSB (La) antibodies 
was compared in saliva from control subjects and pSS patients. 
Horizontal line within box indicates median, the bottom and the top 
of boxes indicate the 25th and 75th percentiles, and whiskers 
(vertical lines) indicate the 5th and 95th percentiles. Median 
values of anti-SSA (Ro) and anti-SSB (La) of control subjects and 
pSS patients were 0.027 and 0.063, and 0.032 and 0.064, 
respectively. 
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Fig.II-4. Increase in autoimmune activity of saliva treated with 
acrolein. Saliva from control subjects was treated with various 
concentrations (shown in the figure) of acrolein at 37 °C for 24 h, 
and ability to recognize SSA (Ro) and SSB (La) proteins was tes ted. 
Data are shown as mean ± S.D. (horizontal lines) together with 
each value. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.  
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Fig.II-5. Modification of the recognition activity of human 
anti-albumin antibody by acrolein. One μg and 10 μg proteins of 
human plasma (Rockland Immunochemicals Inc.) were separated 
by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis, and Western blotting 
was performed using human anti-albumin antibody (R & D 
Systems). Where indicated, anti-albumin antibody (40 g/0.05 ml) 
was treated with either 25 or 50 mol/l acrolein at 37 °C for 24 h in 
phosphate-buffered saline, pH 7.4. A. Western blotting. B. Relative 
intensity of three proteins in Western blotting.  
37 
 
 
 
 
Fig.II-6. MS/MS spectra of Ig gamma-1 chain 16 C region are shown. 
Amino acid sequence of immunoglobulins is shown together with 
identified peptides (underlined) by LC-MS/MS. The amino acid 
residues conjugated with acrolein, Cys27 and Lys30 in Ig gamma-1 
chain C region were determined as described in Materials and 
methods.  
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Fig.II-7. Summary of acrolein-conjugated amino acid residues at 
the constant regions of immunoglobulins is shown. Eleven kinds of 
the identified acrolein-conjugated amino acid residues (4 cysteine, 
6 lysine and 1 histidine residues) are shown in red on the simplified 
structure of immunoglobulins.  
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Table 1 
Acrolein-conjugated amino acid residues at the variable regions of 
immunoglobulins purified from saliva of patients with primary 
Sjögren’s syndrome 
 
Identified acrolein conjugated amino acid residues (20 cysteine and 
4 lysine residues) are underlined in the peptides determined by 
LC-MS/MS. 
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2-4 考察  
アクロレイン抱合は ADP/ATP translocase 1 [67],アクチン  [68], 
NF-B [69] 及び protein tyrosine phosphatase 1B [70] のような酵素
の不活性化を引き起こす。最近、グリセルアルデヒド -3-リン酸脱水素
酵素  (GAPDH)の Cys150 とアクロレイン結合が、一酸化窒素による同
じ残基の S-ニトロシル化と類似して、その活性を阻害することを報告
してきた [65]。また、システインが修飾された GAPDH は、核に移行
し細胞毒性を引き起こすことが明らかとなっている [71]。  
一次シェーグレン症候群は、分泌腺障害を特徴とする全身性自己免
疫疾患であるが、その発生機序は解明されていない。本研究では、健
常人の唾液をアクロレイン暴露すると自己抗体として SSA や SSB に
対する認識能が増加し  (Fig.II-4)、一方、抗ヒトアルブミン抗体の場
合には、アクロレイン抱合がアルブミン認識能を低下させていた
(Fig.II-5)。  
実際、LCMSによりアクロレイン抱合を受けたアミノ酸を調べると、
免疫グロブリンの可変領域のいくつかのアミノ酸残基、主としてシス
テイン残基がアクロレインにより修飾されていた  (Table 1)。可変領域
と定常領域間でのアクロレイン抱合を受けたアミノ酸残基を比較した
ところ、定常領域では lamda (Lys43)、kappa9 (Lys75、Lys80、His81、Lys82、
Cys
86
)、alpha-2 (Cys300)、gamma-1 (Cys27、Lys30)、およびgamma-3 (Cys297、
Lys
300
)の11アミノ酸残基が、可変領域では24アミノ酸残基がアクロレ
イン抱合を受けており、可変領域の方がアクロレイン暴露による影響
が大きいことが分かる  (Fig.II-7 and Table 1)。  
また、定常部位の Ig Kappa Chain C 領域ではジスルフィド結合に近
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いアミノ酸残基がアクロレイン抱合を受けていた。通常、タンパク質
の立体構造は通常2つのシステイン残基間のジスルフィド結合によっ
て大きく変化することから、定常部位のジスルフィド結合近傍におけ
るアクロレイン抱合も抗体認識に関与する可能性があると考えられる。 
シェーグレン症候群の患者では、唾液中 PC-Acro 量が増加すること
が明らかとなっている  [57]。また、本研究によりアクロレイン曝露を
うけた抗体は基質認識能を変化することが明らかとなったことから、
自己免疫疾患にアクロレインが関与していることが示唆された。従っ
て、N-アセチルシステイン等、アクロレインと反応性の高い SH 基を
有する化合物を用いて、pSS 患者の唾液中アクロレインを除去すると
症状の進行、又は緩和に効果があるのではないかと考えられる。  
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3 結論  
 
1. NMDA 受容体は Ca2+と同様にスペルミジン透過能を有し、神経の
可塑性、または神経細胞におけるポリアミン量の維持に貢献してい
ることが示唆された。  
2. 免疫グロブリンのアクロレイン化が抗原認識能を変化させること
により、自己免疫活性を上昇させ、シェーグレン症候群における細
胞障害を増悪させていることが示唆された。  
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隆氏には多くの実験を手伝っていただきました。ありがとうございま
した。日々の実験でお世話になりました病態分析化学研究室の現役学
生の皆様に感謝いたします。歳の差があるにも関わらず、研究室の仲
間として受け入れてくださったおかげで、毎日楽しい研究生活を送る
ことができました。また、精神的に支えてくださった方、そして大切
な友人達に深く感謝いたします。最後に、私の進路について理解を示
し、全面的に研究生活を支えてくれた妻と子供たちに深く感謝いたし
ます。  
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7 主査および副査  
 
本学位論文の審査は千葉大学大学院薬学研究院で指名された下記の審
査委員により行われた。  
 
主査  千葉大学大学院教授（薬学研究院）  薬学博士  千葉  寛  
副査  千葉大学大学院教授（薬学研究院）  薬学博士  山口  直人  
副査  千葉大学大学院教授（薬学研究院）  薬学博士  村山  俊彦  
 
